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Abstract (Basic): EP 664132 A 

A biocompatible, bioresorbable, non-toxic adhesive compsn. (I) for surgical use,- esp. for 

bonding biological tissues to each other or to implanted biomaterial, comprises a reactive acidic soln. 

of collagen or gelatin which has been modified by oxidative cleavage and is non-crosslinked but 

potentially crosslinkable. . 

Also claimed are: (a) powdered collagen or gelatin, moditied by oxidative cleavage, winch is 
non-crosslinked, potentially crosslinkable and soluble at acidic P H; (b) a cone, reactive acidic so In. of 
mTmodified collagen or gelatin, for forming an adhesive soln.; (c) an adhesive kit consisting of (I) 
andTneutralising soln. (II) which can be mixed immediately before use; (d) a method of applying (I) 
£woS5HL and/or biomaterial by adjusting (D to a fluidity suitable for distribution on the 
sub Satf rnixing (I) with (II) immediately before use to give pH 6-10, applying the fluid mixt. 
before cr^sSng) to the substrate and allowing the mixt. to polymerise by crosslinking at human 
bodv'emp ; and (e) the use of (I) for the prepn. of a bioresorbable, biocompatible non-tox,c adhesive 
material, consisting of collagen or gelatin which is completely and homogeneously crosshnked in 

^'USE - (D is useful e.g. for adhesion, haemostasis, liq. or gas-proof seals, cicatrisation, filling, 
preventing surgical adherence, or as a local drug release system. (I) are applicable e.g. « i general, 
digestive hepatic, gastric, pancreatic, nephrological, urological, neurological, gynaecological, 
obstetric otorhinolaryngological, cranio-facial, plastic, reconstructive, cardiovascular, pulmonary, 
Scic;oXmorgical, orthopaedic and dental-parodontological surgery. Typical applications are 
for reoair of tendons or sealing of digestive anastomoses. 

ADVANTAGE - (I) is easily applied (esp. injectable with needles or catheters), has appropriate 
fluidity for accurate application and can be stored stably (specifically below Odeg.C, esp. at -80 to - 
iSdeg C) while retaining reactivity and adhesive properties. (I) provides satisfactory adhesion and 
good mechanical strength, is biodegradable, does not release toxic residues and is simple and 
practical to use in kit form. 

Dwg.0/1 

^JSSS^^S^y crosslinkable pepsin-treated collagen or gelatin powder 
modified by oxSative cleava'ge in an aq. soln., which is soluble at an acidic P H and stable on storage 
at a temp, of below 0 deg. C. and for a period of at least one month is claimed. 
Dwg.0/1 

Derwent Class: B07; D21; D22; P34 

International Patent Class (Main): A61L-015/32; A61L-024/00; A61L-025/00; 

C09G-001/00; C09M89/00 
International Patent Class (Additional): A61L-015/58; A61L-015/64; 
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(54) Composition adhesive, a usage chirurglcal, a base de collagene modrfie par coupure oxydatrve et 
non reticule. 

(57) invention concerne une composition adhesive biocompatible, bioresorbable et non toxique, a 
usage chirurgicaf notamment pour la liaison de tissus biologiques entre eux ou avec un biomateriau 
implants, caracterisee en ce qu'elle comprend une solution acide reactive de collagene ou de gelatine 
mod(fie(e) par coupure oxydative, non reticule(e) et potentiellement reticulable, a une concentration 
comprise de preference entre 5 et 30 % en poids environ. 

Elle conceme aussi des poudres et solutions actdes reactives a base de collagene ou de gelatine 
modffi6(e) par coupure oxydative, non reticu 16(e), servant de produits intermedia ires a (a preparation de 
la composition precitee ainsi que leur procede de preparation. 

Elle conceme egalement des kits adhesifs comprenant d'une part, la solution acide reactive precitee 
et d 'autre part, une solution de neutralisation, destinees a un melange extern porane. 

Enfin, elle conceme un procede d'application de la composition adhesive selon ('Invention. 

L'invention est particulierement utile dans les domaines de ('adhesion, I'hemostase, Petanch6ite aux 
liquides ou gaz, la cicatrisation, le comblement, I'antiad here nee chirurgtcale, I'embolisation, comme 
systeme local de liberation de principes m6dicamenteux, etc. 
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La presente Invention se situe dans la domaine dea compositions adhesives destinees a un usage chirur- 
gical. D'une manl6re plus precise, I'invention concerne une composition adhesive biocompatible. bioresorba- 
ble, et non toxique. notamment pour la liaison de tissus blologiques. y compris de tissus vivants, entre eux ou 
pour la liaison de tissus biologiques et d'un biomaterlau implant*, S base de collagene ou de gelatine modifie(e) 
par coupure oxydative et non retlcul6(e), soluble en milieu acide. 

L'invention concerne 6galement les produits Intermediates servant a la preparation des compositions 
adh6sives precitees ainsi que leur procedd de preparation et est, en outre, relative e des kits adhesifs destines 
a un usage chlrurgical extemporane. 

Le developpement et ('utilisation des colles tissulalres a usage chirurgical a fait I'objet de nombreuses re- 
cherches et etudes experimentales depuis des d6cennies. 

On connail, par example, une composition adhesive constitute de gelatine, resorcinol et de formaldehyde 
(GRF) qui a 6t6 utilis6e entre les ann6es 1960 et les ann6es 1980. Dans ce composite, la fonction adh6sive 
est attribute a la gelatine polymerisee par le formaldehyde, le resorcinol (qui est un phenol) etant utilise pour 
reduire la dissolution de la masse adhesive. Des problemes de toxicite tissulaire aussi bien que de manque 
d'adh6sivit6 ont 6te notes dans plusieurs etudes (Braunwald et al., Surgery, 59 : 1024-1030 (1966) ; Bachet 
et al., J. Thorac. Cardiovasc. Surg., 83 : 21 2-217 (1 982)). En outre. I'emploi de formaldehyde dans des compo- 
sitions a usage chirurgical n'est plus envisageable en raison des risques de relargage de ce composant et de 
sa toxicite. 

On connatt egalement un systeme adhesif developpe a partird'un polypeptide isole du byssus de la moule 
(marine adhesive protein) (Waite J. H. et al.. Blochem.. 24 : 5010-5014 (1 985)). Originellement extraite a partir 
de la moule cette proteine a ete ensuite obtenue par voie de synthese ou de 0 6n!e genetique (Voir notamment 
les demandes de brevet europeen n° 242 656 et Internationale WO 88/03953, et Marumo et al.. Biochem. Bio- 
phys Acts, 872. 98-103 (1986) ; Swerdloff M.D. et al.. Int. J. Peptide Protein Res.. 33, 313 (1989)). Elle est 
formee d'un enchaTnement de motifs repetes constitues d'un decapeptide caracterisUque riche en residus ty- 
rosine et proline hydroxylases et comprenant la DOPA(3.4-dihydroxyphenylalanine) responsables de ces for- 
tes propri6t6s d'adhesion. Cet adhesif, bien que prometteur au niveau conceptual, n'est cependant pas dis- 
ponible suite a des difficultes dans son developpement et a la toxicite de certaines formes de decapeptide^ 
Ce systeme a fait I'objet de nombreux brevets (voir notamment la demands de brevet Internationale WO 
92/10567 et les demandes de brevet europeen publiees sous les n" 243 818 et 244 688 ; les brevets US-A-4 
808 702. US-A-4 687 740 et AU-8 824 972). 

Mais c'est en fart la mise au point d'une colle a base de f ibrinogene et de thrombine qui a perm.s un reel 
developpement des domaines d'utilisation des colles tissutalres. 

L'utilisation du fibrinogene comme biomat6riau 6 vista adhesive remonte au d6but des ann6es 1940 
(Young. Medawar. Lancet II : 126-132 (1940)). Apres les premiers resultats obtenus dans les anastomoses 
des nerfs (Tarlov et Benjamin. Surg. Gynecol. Obstet. 76 366-374 (1943)), ce systeme adh6sif n'a pas apporte 
satisfaction compte tenu de la faible concentration en fibrinogene des plasmas utilises. 

C'est ensuite dans les anntes 1970 que le concept d'une colle a 6t6 reintroduit par l'utilisation de cryo- 
precipitd contenant des concentrations 6lev6es en fibrinogene (Madras et al.. Wien Win. Wochenschr.. : 
495-501 (1972)) Ce type de colle a ete ensuite commercialise par la Soci6l6 IMMUNO sous le nom de TIS- 
SUCOL' TISSEEL) puis par BEHRINGWERKE sous le nom de "BERIPLAST" et par BIOTRANSFUSION sous 
le nom de "BIOCOL*. II s'agit d'une solution concentree de fibrinogene (70-140 mg/ml) contenant du facteur 
XIII et de la fibronectine dont la polymerisation est induite par une solution de thrombine (4 k 400 Unites In- 
ternationales) dana un melange extemporane. Le fibrinogene polymerise ensuite en f ibrine pour reformer un 
coagulum qui assure I'adhesion des tissus mis en contact. 

Les difficultes et problemes majeure soulev6s par ce produit et ses composants sont d'une part. I absence 
de caracterisatlon complete et de reproductibilite de la quantite de chacun des composants de la solution de 
fibrinogene (Facteur XIII, fibronectine. aprotlnine) ; et d'autre part, la difficulte deactivation virale absolue 
d'un tel produit vis-e-vis des virus non envelopp6s comme des Agents Transmissibles Non Conventionnels. 
Ceci a conduit e une limitation de la possibility d'utiliser de tels produits a grande echelle. dans certains pays 
(par exemple les Etats-Unis). ^ d „„ 

Enf In. il a recemment 6te d6crit dans la demande de brevet europeen publi6e sous le n' 0 466 383 (Bausch 
& Lomb Incorporated), une composition adhesive e usage chirurgical consfitu6e de collagene nature! reticule 
dont la fluidite et la concentration. n6cessalres compte tenu des applications chirurgicales env.eag6ee sont 
controltes par la proportion de reticulation dans la solution de collagene. Selon ce document, la f luid.te et a 
concentration recherch6es sont obtenues en m6langeantune solution de collagene nature! fortement reticule 
et une solution de collagene natural presentant un plus faible degre de reticulation. Des tissus bk.tog.ques peu- 
vent etre lies par application du melange prtcite, prealablement chauffe pourobtenir une fluidite permettant 
son application sur les tissus, puis en laissant refroldir. 
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Cependant, ce type de composition adhesive a base de collagene reticule n'est pas de manipulation aisee 
et peut poser des problemes d'appllcatlon du fait des diff icultes a rendre suff Isamment f luide cette composi- 
tion. En effet, plus la proportion de collagene reticule est importante, plus il est difficile d'atteindre ta fluidite 
requise pour une application correcte sur des tissus biologiques. 
5 Par ailleurs, la presence de collagene faiblement reticule dans cette composition, bien qu'ameltorant la 

fluidite du melange et done )a qualitd d'application, est une limitation a la resistance mecanique. 

On sait, en effet, que la resistance mecanique et la biodegradabilite du collagene dependent essentielie- 
ment du degre de reticulation et de la nature de la reticulation operee. 

On connait, par ailleurs, par la demande de brevet europeen n° 87 401 573.8, un procede de reticulation 
10 du collagene qui permet de le reticuler dans la masse et de maniere homogene, sans addition covalente d'une 
molecule chimique. La reticulation est obtenue en effectuant une oxydatlon menagee du collagene a I'aide 
d'une solution d'acide period ique ou periodate de sodium a temperature ambiante et en milieu acide, puis en 
poursuivant le traitement a pH neutre ou basique. Ce procede permet de preparer des produits collageniques 
reticules, non solubles (gels, films, poudres, lentilles ou encore produits de comblement osseux) presentant 
15 de bonnes caracteristiques mecaniques et de biodegradabilite, mais est inadapte a la preparation de produits 
llquides fluides. 

Le but de I'invention est de fournir une composition adhesive biocompatible, bioresorbable et non toxique, 
adaptee a un usage chirurgical. 

Le but de Tinvention est encore de fournir une composition adhesive facile a mettre en oeuvre, notamment 
20 injectable a I'aide d'aiguilles ou de catheters, presentant la fluidite requise pour une application correcte no- 
tamment sur des tissus biologiques et stable dans le temps tout en conservant ses proprietes adhesives. 

Un autre but de Tinvention est de fournir une composition adhesive permettant d'obtenir une adhesion sa- 
tisfaisante parallelement a une bonne resistance mecanique et biodegradabi!it6, sans risque de liberation de 
residus toxiques. 

25 Un autre but de Y invention est de fournir un procede de preparation d'une telle composition facile a mettre 

en oeuvre, ainsl que des kits adheslfs a usage chirurgical, d'utilisation simple et pratique. 

A cette fin, I'invention a pour objet une composition adhesive a base de collagene non reticule mais po- 
tentie dement reticulable. 

La composition adhesive selon I'invention est caracterisee en ce qu'elle comprend une solution acide reac- 
30 tive de collagene ou de gelatine modifie(e) par coupure oxydative. non reticule(e) et potentiellement reticula- 
ble. 

L'invention a egalement pour objet des poudres et solutions acides reactives a base de collagene ou de 
gelatine, modifie(e) par coupure oxydative, non reticule(e), qui sont des produits intermediates pour la pre- 
paration des compositions adhesives precitees, ainsi que leur procede de preparation. 
35 La poudre est une poudre de collagene ou de gelatine modif ie(e) par coupure oxydative, non reticule(e) 

et potentiellement reticulable, soluble a pH acide. 

Son procede de preparation est caracterise en ce qu'il consiste a : 

- pr6parer une solution acide de collagene ; 

- soumettre ladite solution aqueuse acide et a temperature ambiante, a une oxydation menagee par une 
40 solution d'acide periodique ou un de ses sets, a une concentration comprise entre environ 1 et M ; 

- precipiter le collagene oxyde et non reticule, a pH acide ; et 

- isoler et concentrer puis deshydrater ledit collagene modif le par coupure oxydative et non reticule, pour 
I'obtenir sous forme de poudre acide reactive. 

La solution acide reactive est une solution acide concentr6e de collagene ou de gelatine modif ie(e) par 
45 coupure oxydative, non reticule(e). Elle peut etre obtenue soit par concentration directement a partir du pre- 
cipite redissous resultant de I'oxydation a Tacide periodique, soit a partir de la poudre selon I'invention telle 
que definie prdcedemment, apr&s remise en solution dans I'eau, a pH acide. 

Son procede prefere de preparation est caracterisd en ce qu'il consiste a : 

- preparer une poudre sterile de collagene ou de g6latine modif ie(e) par coupure oxydative, non reticul6(e) 
so et potentiellement reticulable. 

- dissoudre dans de I'eau sterile la quantite necessaire de cette poudre, en chauffant a une temperature 
comprise entre environ 40°C et 80°C. 

L'invention a encore pour objet des kits adhesifs destines a un usage chirurgical. Ces kits sont caracterises 
en ce qu'ils comprennent : 

55 - une solution acide reactive de collagene ou de gelatine modif ie(e) par coupure oxydative, non reticule(e) 

et potentiellement reticulable. 

- une solution de neutralisation ; et 

- des moyens de melange pour melanger extemporanement lesdites solutions. 



3 



EP 0 664 132 A1 



Us se pr6sentent avantageusement sous la forme d'une double seringue equipee d'un melangeur. 
Enfin. finventlon a pour objet un precede d'application sur des tissus biologiques el/ou un bwmatenau 
Implante, d'une composition adh6slve selon I'lnventlon. caracterlse en ce qu'il conslste a : 

- amener la solution acide reactive de collagene ou de gelatine modif ie(e) par coupure oxydatlve et non 
retlcule(e), a un etat de fluidite adapte a une repartltlon'convenable sur lesdits tissus et/ou biomater.au ; 

- melanger, extemporanement. la solution acide reactive avec une solution de neutralisation de maniere 
a obtenir un pH compris entre 6 et 10 ; l ^„„, 

- appliquer immediatement. avant reticulation, le melange reactif neutralise et pr6sentant un etat de flui- 
dite adapte, sur les tissus biologiques et/ou biomateriau implante a Her ; 

- laisser polymeriser par reticulation a la temperature du corps humain. 

Les inventeurs ont decouvert d'une maniere surprenante. les proprietes potentiellement adhesives du col- 
tso^n© oxvd6 

lis ont egalement decouvert qu'en effectuant une reticulation "in situ" d'un tel collagene. des tissus biolo- 
giques pouvaient etre lids entre eux ou avec un biomateriau Implante, cette liaison presentant une resistance 
m6canlque etune biod6gradabilit6 adapt6es. 

Enfin les inventeurs ont decouvert que le collagene modif i6 par coupure oxydative et non reticule, pouvait 
etre conserve a pH acide a I'etatcongele, dans le but d'une preparation extemporanee. ce traitement permet- 
tant d'eviter I'autoreticulation du collagene tout en preservant ses proprietes reactrves adhesives. 

Selon ('invention, le terme "collagene" designs indifferemment le collagene ou la gelatine resultant d une 
operation de chauffage ou de toute autre methode. u- j,„« Ma 

Aussi. I'lnventlon fournit un adhesif a base de collagene oxyde. non ret.cuie. qui a subi un chauffage 

contr6l6 et qui est destine A etre reticule in situ. ^,^ nl . narnn . 

Selon I'lnventlon. on entend par "etre reticule in situ", le fait de provoquer la r6t.culat.on du collagene mo- 
dify et r6actif apris application sur des tissus biologiques eUou diffusion dars lesdits tissus. 

Ced s'oppose a I'enseignement de l'6tatde la technique qui pr6conise Implication de collagene nature! 
deja reticule, et qui ne prevoit pas d'operation de reticulation covalente. sans addition d'agent reticulant. apr6s 

application sur les tissus biologiques. 

Le collagene oxyde est obtenu par traitement a I'acide periodique ou Tun de ses sels. qui provoque des 
coupures dans leditcollagftneetcreeainsi des sites reactifs. 

Ce traitement est realise sur une solution acide de collagene dont la concentration est comprise entre 0.1 
et 50 g/l. La concentration en collagfene est de preference de 5 g/l. „„■„.=.,. 

Le terme "collagene" designe ici tout type de collagene qu'il soil d'ong.ne huma.ne ou d origine an male 
tel que par exemple du collagene humain de type I enrich!, de type III enrich!, de type I + III ou de type IV ou 
encore du collagene animal de type I ou de type I + III. 

Le collagene en milieu acide estsoumis a Taction de I'acide periodique ou I un de ses sets ; par melange 
avec une solution dudit acide ou un de ses sels. a une concentration comprise entre 1 et 10^ M. de preference 
entre 5 lO-^M et 10~ 1 M. „ . „_ . .„„ . „ 

La reaction est effectuee a temperature ambiante pendant une duree pouvant aller de 10 minutes a 72 
heuresetquiestdepr6ferenced'environ2heures. 

On precede ainsi a une oxydation menagee du collagene sans en provoquer la reticulation. 

L'invention fournit. en outre, un moyen cTisoler et de conserverce produit interm6dia,re sous forme de pou- 

EntffeL par addition de set. notammentdu chlorure de sodium, ala solution acide pr6cedemment obtenue. 
on provoque ia precipitation du collagene oxyde presentant des sites reactifs utiles pour la ret cu atlon finale 

Apres plusieurs lavages successifs. resuspension dans I'ethanol ou I'acetone et deshydratation dans des 
conditions steriles. on obtientdu collagene oxyde sous forme de poudre. Cette poudre est soluble en milieu 

add La deshydratation peut egalement etre realisee par lyophilisation. dans des conditions steriles. selon les 
precedes bien connus et utilises industriellement dans ce domaine. 

Selon un autre mode de realisation de .'invention, on obtient une solution acide reactive concentree par 
concentration du precipite issu de I'oxydation k I'acide periodique et redissolution k chaud ou sous vide pour 
aiimlnerlessolvantsorganiqueseventuels. 

Selon l'invention. la poudre ou la solution concentree de collagene oxyde potentiellement reactif peut Stre 
preparee en relativement grande quantite et etre conservee sous cette forme a I'etatcongele. La *™j*™ tu " 
de conservation est choisie entre -10»C et -80'C environ. Ces conditions de conservation sont simples et per- 
mettent, en outre, de preserver la reactivite du collagftne modif i6. „„„ nn H » 

La poudre et la solution acide concentree constituent des produits intermedials dans la preparation de 
la composition adhesive selon l'invention. 
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Conformementa I'invention, on peut preparerune solution acide reactive a partirde ta poudre de collagene 
oxyde non reticule, potentiel lament reticulable, par dissolution en milieu acide. 

Pour ce faire, on dissout la poudre de collagene oxyde dans de I'eau sterile chauffee a une temperature 
comprise entre 40°C et 80°C, Ce chauffage permet de faciliter la solubilisation du collagene oxyd6 a des 
5 concentrations relatfvement elevees. qui peuvent s'echelonner de 5 a 30 % en poids. 

On precede, de preference, a une incorporation progressive du collagene oxyde, par exemple par quantite 
de 5 % (poids/poids) a chaque fois. On attend avantageusement la solubilisation pratiquement complete de 
chaque quantite de poudre avant d'introduire la quantite suivante. 

La rapidite ^incorporation peut varier selon la poudre de collagene oxyde et est generalement comprise 
10 entre 10 minutes et 6 heures. 

On obtient ainsi une solution homogene. Selon 1'invention. la solution acide reactive de collagene oxyde, 
non reticule et potentiellement reticulable, est conservee a I'etat congele, de preference a une temperature 
comprise entre -10°C et-80°C. Cette solution acide reactive est stable dans ces conditions. Elle constitue un 
produit intermediate pour la preparation d'une composition adhesive selon I'invention. 
15 Ce mode de conservation, outre sa simplicity d'application, permet de maintenir la reactivate du collagene 

jusqu'au moment od son utilisation est souhaitee. 

La reticulation du collagdne oxyde a pH acide est operee par simple changementde pH jusqu'a une valeur 
neutre ou basique. Pour cela, on utilise une solution tampon telle qu'apres melange a la solution acide reactive 
de collagene oxyde, on obtienne un pH compris entre 6 et 10. Elle est avantageusement constituee de car- 
20 bonate ou de phosphate de sodium. 

L'invention permet ainsi de preparer des kits adhesifs destines a un usage chirurgical, par exemple pour 
la liaison de tissus entre eux ou avec un biomateriau implante. Ce kit comprend une solution acide reactive 
telle que d6crit precedemment, une solution de neutralisation, et des moyens de melange pour melanger ex- 
temporanement ces deux solutions. Le kit est conserve a temperature negative, de preference entre -1 0°C et 
25 -80°C afin de preserver la reactivite du collagene oxyde et ses proprietes adhesives. 

Selon un mode de realisation prefere de I'invention, le kit se pr6sente sous ia forme d'une double seringue 
equipee d'un melangeur, dont Tune contient la solution acide reactive de collagene oxyde tel que decrit pre- 
cedemment et I'autre le tampon de neutralisation, cette double seringue etant de preference congelee pour 
son stockage et sa conservation. 
30 Selon I'invention, !a neutralisation est avantageusement ef fectuee extemporanement avant application de 

la solution acide reactive de collagene oxyde sur les tissus biologiques a lier et, le cas echeant, le biomateriau 
implante. 

Le d6lai necessaire a la reticulation du melange reactif ainsi realise a partir de la solution acide reactive 
etde la solution de neutralisation, est suff isant pour permettre Implication de ce melange reactif sur les tissus 
35 et/ou biomateriau, avant polymerisation par reticulation. 

Pour une application correcte du melange neutralise reactif avec une bonne repartition de celui-ci sur I'en- 
semble des tissus, ledit melange est avantageusement rendu suffisammentfluide. Aussi, on rechauffe la so- 
lution acide reactive, et la solution de neutralisation provenant par exemple d'un kit te! que precit6, a une tem- 
perature comprise entre 30°C et 60°C t de preference 42° a 50°C. 
ao On realise ensuite le melange de ces deux solutions rechauffees a I'aide des moyens de melange. 

On applique immediatement, avant que la reticulation ne se produise, le melange reactif neutralise a cette 
temperature, sur les tissus biologiques maintenus dans la position correcte de liaison recherchee. 

On provoque alors la reticulation et ia liaison des tissus en laissant agir quelques minutes. Le refroidisse- 
ment 6ventuel n'est pas necessaire a la reticulation nl a I'adhesion. II est impose par les conditions experi- 
45 mentales. 

On peut, bien sur, appliquer ie melange neutralise reactif prelablement amend a la temperature du corps 
du patient ou de I'animal. 

Le melange des deux solutions precitees rechauffees etappliquees sur les tissus et/ou un biomatenau, 
reagit rapidement, par exemple en quelques minutes, pour former un gel adhesif assurant la liaison des tissus 
50 entre eux ou avec le biomateriau implante. Bien entendu, le temps de reticulation est variable en fonction no- 
tamment du taux d'oxydation du collagene. de la concentration de la solution acide r6active en collagene oxy- 
d6, de la temperature de reaction, du pH du melange, etc. Notamment, la reaction est acceleree en augmentant 
la temperature ou en utilisant un pH plus alcalin, superieur a 8. 

Selon d'autres modes de mise en oeuvre de I'invention, on peut prevoir d'appliquer, par exemple sur la 
55 peau, la solution acide reactive sous forme de spray, puis de iaisser la neutralisation s'ef fectuer par le milieu, 
lei la peau, en particulier dans le cas oCi la rapidite d'action de ia composition n'est pas essentielle. 

On peut egalement prevoir d'introduire dans le corps du patient ou de I'animal, la solution acide reactive 
a I'aide de catheters et, de la meme facon, de Iaisser se realiser la neutralisation par le milieu organique lui- 
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meme. Mais, on peut bien entendu pr6voir egalement d'introduire a raids de catheters le melange reactif, en 
particulier si I'effet recherche doit 6tre obtenu tres rapidement 

Le mat6riau adhesif obtenu selon I'invention presente de bonnes caracteristiques mecanlques du fait no- 
tamment d'une reticulation homogene et dans la masse a travers les tissus mals egalement une bonne bio- 
degradabitite. 

En outre, il n'est pas toxique car la modification du collagene ne donne pas lieu a I'additlon d'un agent 
chimique etranger susceptible d'fttre libftre ultftrieurement et d'etre a I'origine d'une certaine toxicitft. 

Les compositions et produits selon ('invention presentent plusieurs domaines d'intftrftt dans la chirurgie 
parlours proprietes adhftsives. Chaque domaine et chaque application differente met en oeuvre des fonctions 
differentes telles que notamment adhesion. hemostase. etancheite (au liquide ou au gaz). cicatnsat.on. 
comblement, prevention des adherences chirurglcales. embolisation. systfeme local de libftration de pr.nc.pes 

mftdicamenteux, etc. ... t . , 

La solution acide reactive est un produit f luide pouvant interpftnfttrer les anfractuoeitfts des tissue biolo- 
giques sur lesquels elle est appliquee et permet. apres reticulation, de former un gel capable de reten.r des 
tissus apposfts cote a cote, en particulier dans le but d'une adhesion et d'une cicatrisation definitive. En outre. 
I'un des tissus biologiques peut fttre remplac6 par un biomat6riau telle qu'une compresse ou un patch. 

L'adhesion est une propriete intrinseque decouverte par hasard et la f luidite du produit ft appliquer provient 
avantageusement de la structure molftculaire monomere aussi peu reticules que possible et stable dans le 
temps de la solution acide reactive. malgrft son caractfere potentiellement reactif et rftticulable. 

Aussi I'utilisation de la composition selon I'invention peut se substituer. par exemple. ft la microsuture des 
nerfs par le maintien des daux bouts de nerf lesft ou encore servir ft I'adhftsion des deux parties des tumques 
de I'aorte lore des pathologies de dissection aiguS de la crossa aortique. 

La grande fluiditft de la solution acide reactive ou du m6lange reactif selon I'invention. son pouvoir de p6- 
nfttration des tissus et son aptitude a la reticulation in situ permettent egalement une utilisation de la compo- 
sition adhesive selon I'invention dans le but de limiter I'ecoulement sanguin. I'ecoulement d'un liqu.de autre 
que le sang ou I'ecoulement d'un gaz. d'une cavite blologique a une autre ou a I'exterieur de I'organisme. 

Le materiau adhesif forme apres reticulation in situ du collagene oxyde peut constituer une barnere me- 
canique en plus du role que peut Jouer egalement la molecule de collagene vis-a-vis du declenchement de la 
cascade de coagulation. 

Ces propriet6s conf&rent un role hemostatique ft la composition selon I'invention qui peut ainsi servir ft 
I'arrfltdu salgnement d'une biopsie. d'une Incision ou d'une tranche de rftsection du parenchyma d'un organe 
hautement vascularis* (foie. rein, rate) par application de la composition seule ou associfte soil avec une 
compresse ou produit hftmostatique. soil avec les techniques de ligature ou d'6lectrocoagulation convention- 
nelle. Elle peut servir egalement ft I'arrfit du salgnement ou suintement dif f us de surface de tissus d.vers aprfts 
traumatisme, incision ou resection partielle. 

La composition selon I'invention peut ftgalement assurer, par exemple. I'etancheitft lore des curages du 
systeme lymphatique (lymphostase). I'fttanchftitft des anastomoses realisftes par suture de deux parties d or- 
ganes ou de viscftres entro eux. en particulier lorsque I'un de ces organes contient des fluides b.olog.ques 
(cerveau-dure mfere. oeil-cornfte. appareil digestif, vaisseau) ; I'fttanchftite visant ft une meilleure cicatrisation 
de I'anastomose pour assurer une fttanchftitft dftf initive des tissus permettant d'ftviter la f Istulraat.on (anasto- 
mose viscerale, vasculaire. oesophagienne) ; ou encore I'fttanchftite des anastomoses pulmonaires d.ff .cles 
ft rendre fttanche ft la pression des gaz. „ ; . . . . 

La composition selon I'invention apporte une mat rice collagftnique en elle-mSme dftnufte de pnnc.pea toxl- 
ques, au contraire de la colle GRF precedemment dftcrite par exemple, qui est capable d'etre Inf iltree par les 
cellules et les vaisseaux et permet ainsi d'etre remplacee progressivement par le tissu conjonct.f endogSne. 
Initialement. le gel reticulft de collagftne oxydft procure une matrice qui adhftre fermement avec les tissus sous- 
jacents et assure une barriftre mftcanique empftchant ainsi toute fuite. Secondairement. le tissu conjonct.f for- 
mft en place et dans le produit selon I'invention assure I'fttanchftitft et la reparation dftf initive. 

Le temps de degradation, et done radhftsivitft primaire. et le rtle dans le comblement peuvent St re modulfts 
par la concentration du collagene dans la solution acide reactive ou par son oxydation en particulier au niveau 
de la densitft des liaisons reticulantes. 

La solution acide reactive apporte intrinsftquement. par ses proprifttes adhftsives. la poss.b.l.tft de her un 
tissu avec un autre ou un biomatftriau. par exemple une compresse ou un patch en collagftne. et ainsi permet 
de complftter la matrice nftcessaire au comblement et ft la cicatrisation de tissus Iftsfts. 

La composition selon I'invention peut ainsi 6tre appliquee sur des parois ft la suite de resection de tumeur 
ou de kyste. ou servir notamment au remplissage de cavitfts ftvidees lore de curetages ou de resections de 
tumeur ou de kyste. 

Elle peut egalement etre employee dans le but d'une obstruction dftf initive de la lumiere de vaisseaux d un 
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organe ou d'un tissu af in d'en supprimer ou li miter la vascularisation pour provoquer sa regression ou sa dis- 
parition. 

La composition selon invention peut ainsi s'appliquer notamment a Pembolisation do malformations ar- 
terio-veineuses c6rebrales ou de tumeurs de type meningiome ou hepatique. 
5 Dans le domains de la prevention des adherences chjrurgicales, la composition selon Invention permet 

au tissu lese de reformer des plans de cicatrisation corrects conduisant a limiter Papparition ulterieure d'adhe- 
rences chirurgicales, c'est-a-dire de liens tissulaires pathologiques in org anises reliant deux tissus ou deux or- 
ganes entre eux alors qu'ils sont naturellement separes, grace a Phemostase plus soigneuse, la meilleure etan- 
cheite et la meilleure separation des plans tissulaires qu'elie procure. 

10 La composition selon ['Invention peut ainsi trouver des applications notamment en chirurgie reparatrice 

des tendons ou dans Petancheite des anastomoses digestives pour limiter Papparition d'adherencesliees a la 
tentative de reparation naturelle. 

Par ailleurs, la composition selon I'invention peut, paral I Element a ses proprietes adhesives, constituer 
un systeme local de liberation de principes mSdicamenteux. 

15 En effet, elle constitue une matrice coilagenique pouvant servir de reservoir pour une substance active. 

La liberation de cette substance se deroule alors en deux temps : dans un premier temps, la portion de la subs- 
tance active en phase soluble dans le f luide interstitial du gel adhesif est liberee par diffusion de f luides. Dans 
un deuxieme temps, la substance active enchassee ou liee sur les molecules de collagene est relarguee au 
cours de la degradation progressive de la matrice. 

20 En consequence, I'invention peut s'appliquer aux domaines de la chirurgie digestive et generate, de fa chi- 

rurgie hepatique - gastrique et pancreatique, de la neurochirurgie, de I'urologie et nephrologie, de la chirurgie 
gynecologique et obstetricale, de la chirurgie oto-rhino-laryngologie, de la chirurgie cranio-faciale. plastique 
etreconstructrice, de la chirurgie card io-vascula ire, de ia chirurgie pulmonaire etthoracique, en ophtalmoiogie, 
orthopedie, chirurgie den ta ire- parodontal ogie, etc. 

25 On remarque a la lecture de ce qui precede que chaque fo notion de la composition selon P invention se 

retrouve dans plusieurs domaines et applications et lors de chaque application chirurgicale, plusieurs fonctions 
peuvent Stre mises en oeuvre ; ces fonctions sont neanmoins hierarchisees selon qu'elles sont essentielles 
ou complementaires ; les premieres resultent des proprietes intrinseques de la composition, a savoir adhesi- 
vite, biocompatibilite, bioresorbabilite et non toxicite etsont majeures dans (e r6Ie de la composition selon Pin- 

30 vention, quelle que soit la fonction recherchee ; les secondes decoulent desdites proprietes de base. 

Les exemples qui suivent sont une illustration du procede de preparation d'une composition selon Cinven- 
tion ainsi que de ('isolation des produits intermediates a cette preparation. Us illustrent egalement un mode 
de realisation pr&f6re d'un kit adhesif selon P invention ainsi que les proprietes adhesives de la composition 
selon I'invention. 

35 

EXEMPLES 

I - PREPARATION. 

40 Example 1 : Preparation d'une poudre de collagene modifie par coupure oxydath/e a Paide d'acide periodi- 
que et non reticule. 

Pour pr6parer 20 g de poudre, on prepare une solution actde de collagene en dissolvant 20 g de collagene 
I bovin pepsin^ (sec et sans cendre) dans 20 litres d'acide chiorhydrique 0,012 N, sous agitation a une tenv 
45 p6rature comprise entre environ 4°C et 8°C, pendant 8 heures au minimum. 

La solution est ensuite f iltree sterilement sur un f litre plaque et le f iltrat est recupere dans un f lacon sterile. 

On additionne alors au f iltrat, sous agitation, 4,1 litres de chlorure de sodium (240 g/l) sterile et on poursuit 
Pagitation pendant environ 10 minutes. On laisse au contact pendant 8 heures minimum. 

La suspension est alors transferee, dans des conditions steriles, dans des recipients de centrif ugation 
50 steriles. On procede a une centrif ugation a environ 8000 t.p.m. pendant 15 minutes a 15°C environ. 

On recupere le precipite pour proceder a Poxydation menagee par Pacide periodique. 

Pour cela, le precipite est repris dans de I'acide chiorhydrique 0,012 N sterile en ajustant le concentration 
en collagene a 0,5 %. On agite a une temperature comprise entre environ 4°C et 8°C pendant 8 heures mini- 
mum. 

55 on ramene ensuite la temperature du milieu a environ 20°C puis on y ajoute, sous agitation, 80 ml d'acide 

periodique 0,4 M sterile (365 mg d'acide periodique par gramme de collagene). 

On poursuit Pagitation pendant environ 2 heures a rabri de la lumiere et on ajoute alors 0,8 litre de chlorure 
de sodium (240 g/l) sterile, en maintenant Pagitation environ 5 minutes supplementaires. 



7 



BP 0 664 132 A1 



On laisse reposer la suspension environ 30 minutes puis on la transfers dans des recipients de centrifu- 
gation steriies. On procede alors a ta centrif ugation a environ 8500 1 p.m. pendant 1 5 minutes a 20°C environ. 

On recupere le precipite et on le remet en suspension dans 4800 ml (q.s.p.) de NaCI 41 g/l, HCi 0,012 N, 
steriies. On maintient ('agitation environ 1 heure puis on transfere la suspension dans des recipients de cen- 
5 trif ugation steriies et on effectue la centrif ugation a environ 8500 tp.m. pendant 15 minutes a 20°C environ. 

On recupere le precipite et on procede a un second lavage de la meme maniere que precedemmenl 

On recupere le precipite issu de ce second lavage et on le remet a nouveau en suspension comme pour 
les lavages precedents. 

On maintient alors la suspension sous agitation pendant 8 heures minimum a environ 4-8°C. 
10 La suspension est ensuite transferee dans des recipients de centrif ugation et on realise la centrif ugation 

a 8500 tp.m. pendant 15 minutes a 20°C. 

Le precipite recupere est remis en suspension dans une solution d'acetone a 90 % dans I'eau. 

On agite environ 15 minutes et on recupere le precipite par filtration sur toile de nylon. 

On lave le precipite obtenu 3 fois avec de ('acetone a 80 % et 3 fois avec de i'acetone a 1 00 %. 
15 On deshydrate ie precipit6 acetonique resultant sous courant d'air sterile jusqu'a point constant. On obtient 

un rendement quantitatif proche de 100 %. 

Pour conserver la poudre de coliagene oxyde obtenue, on la place dans des flacons steriies que Ton 
congele a -80°C. 

20 Example 2 : Preparation d'une solution acide reactive de coliagene modif i6 par coupure oxydative a I'aide 
d'acide periodlque et non reticule. 

On dtssout la quantite necessaire de poudre de coliagene oxyde, non r6ticu!6, dans de I'eau ultrafiltree 
sterile. 

25 La quantite de poudre (P p ) necessaire a la preparation de 1 00 g (P,) de solution acide reactive est calculee 

de ta facon suivante : 

p _ Psxc 
9 " (100 - h) 

ou Ps represente la quantite de solution acide reactive prepares, c represents la concentration finale du col- 
30 lagene dans la solution acide reactive et h represente I'humidite residuelle de la poudre de coliagene oxyde, 
non reticule. 

La quantite d'eau ultrafiltree (P e ) est calculee comme suit : 

P, - P. - P P 

Ainsi, pour la preparation de 100 g d'une solution acide reactive a 15 % a partir d'une poudre ayant une 
35 humidite residuelle de 14,5 % : 

P p = 17,54 g et P 6 = 82,46 g 
Pour la preparation de 100 g d'une solution acide reactive a 20 % a partir de la meme poudre : 

P p = 23.39 g et P 6 = 76,61 g 
Pour cela, on ajuste la temperature de I'eau ultrafiltree a environ 60°C et on additionne, sous agitation, 
40 la poudre de coliagene obtenue conformement a I'exemple 1 par fraction d'environ un tiers a chaque fois. Entre 
chaque ajout, on poursuit I'agitation jusqu'a I'obtention d'une solution fluids. 

Compte tenu du chauffage contr6le opere, le coliagene perd sa structure helico?dale et se transforme en 
gelatine. 

Lorsque la totaiite de la poudre de coliagene oxyde a ete addition nee, on maintient encore I'agitation jus- 
45 qu'a I'obtention d'une solution homogene legerement visqueuse. 

Pour conserver la solution acide reactive ainsi preparee, on la place dans des flacons steriies et on la 
congele a -20°C. 

Exemple 3 : Preparation d'un kit adhesif a usage chirurgical. 

50 

Pour un kit sous la forme d'une double seringue munie d'un melangeur, on place une solution acide reactive 
de coliagene oxyde, non reticule, prepares conformement a I'exemple 2, dans une seringue et on place, dans 
I 'autre seringue, une solution tampon. 

Pour 100 g de solution acide reactive a 15 %, il y a 27,5 g de tampon carbonate de sodium 0,41 M. 

55 

II - TEST DE REACTIVITE IN VITRO. 

On mesure le temps necessaire a la reticulation de la solution acide reactive conduisant a un gel, dans 
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les conditions physiologiques d'utillsation suivantos : 

- On chauffo 1 g de solution acide reactive a 15 % a environ 42 P C pendant 2 a 3 minutes ; 

- On y ajoute 275 microlitres de tampon carbonate de sodium 0,41 M ; 

- On agite le melange a la spatule pendant environ 15 secondes. 

- On note I'aspect du produit resultant toute les 60 secondes. 
Les resultats sont les suivants : 



Etape I : 


apres 0,5 min : 


aspect visqueux 


Etape II : 


apres 1,5 min : 


aspect semi-gelifie 


Etape III : 


apres 2,5 min : 


aspect gel if ie solide 



15 



20 



III - TEST D'ADHESIVITE : EVALUATION EX VIVO. 

devaluation des proprietes adhesives de compositions selon I'invention a ete realisee sur des tissus mus- 
culalres de lapin (rable). Ces tissus sont conserves a 4°C dans du serum physiologique pendant 48 heures 
au maximum. Le tissu de lapin est decoupe dans Ie sens des fibres a I'aide d'une trancheuse electrique (epais- 
seur des tranches : 2,5 ±0,5 mm), puis des carres de 25 mm x 25 mm sont decoupes dans les tranches obte- 
nues. 

Les essais sont realises sur un appareil de traction usuel, par exemple de type Adamel Lhomargy de type 
DY34 muni d'un capteur de force de 100 N. Get appareil permet d'obtenir les courbes force-de placement. II 
permet egalement d'obtenir la force maximale d'arrachement (F,^, le module de Young, et I'energie mise en 
jeu peut etre calculee d'apres I'aire sous la courbe. 
25 Dans chaque type d'essai, deux eprouvettes de tissu de lapin sont f ixees a I'aide d'une colle cyanoacry- 

lique (par exemple vendue sous la marque "Loctite superglue", liquide ou gel) sur des supports inertes, verres 
ou cartons tres rigides de dimension superieure. Les tests sont realises au bout de 3 minutes apres une pres- 
sion de 1 ou 4 N. 

La composition est appliquee sur les tissus par un systems duplication double seringue a raison de 400 
30 id par echantillon selon I'exemple 3, a une concentration en collagene de 15 %. 
On enregistre apres 3 minutes de contact avec : 
a) la composition adhesive, sous 4 N : 

- une force adhesive maximale moyenne de 2,5 N (±0,36) ; (n=3) 

- une energie d'adhesion moyenne de 10,1 mJ (±3,7) ; (n=3) 
35 b) la composition adhesive, sous 1 N : 

- une force adhesive maximale moyenne de 3,2 N (±1,7) ; (n=3) 

- une energie d'adhesion moyenne de 5.4 mJ (±3.3) ; (n=3) 
c) la colle de Fibrine, sous 4 N : 

- une force adhesive maximale moyenne de 2,5 N (±1,6) ; 
40 - une energie d'adhesion moyenne de 3,8 mJ (±2). 

Ces valeurs montrent que la composition adhesive seion Tinvention donne des valeurs d'adhesion ex vivo 
au moins egales a celles de la colle de fibrine utillsee comme reference. 



45 



IV - TEST D'ADHESIVITE IN VIVO. 



Le pouvolr adhesif de la composition selon llnvention est determine in vivo dans un modele standardise 
de collage de lambeau de peau. 

Sur des rats de type OFAou Sprague Dawley prealablement anesthesias et tondus, deux plaies equiva- 
lentes sont realisees sur chaque f lane du rat par rapport a la ligne mediane de la colonne vertebrale. La plaie 
50 type comporte trois cotes de 2 a 3 cm de longueur. Les incisions sont realis6es sur les cotes tetes, dos et queue 
de chaque f lane. L'incision tete etant rea!is6e a environ 13 cm du bout du museau du rat. 

Apres realisation de la plale type, 0.2 a 0.4 ml de composition selon ('Invention est applique sur la plale 
par un systeme duplication double seringue ; puis le lambeau de peau est positionne et maintenu en place 
par ie manipulates pendant 1 a 2 minutes. Les berges de ia plaie, correctement maintenues par Ie produit selon 
55 llnvention, ne se detachent aJors plus et restent fermement maintenues. En I'absence de produit ou en pre- 
sence d'un autre type de collagene tel que du collagene chauffe non oxyde, les berges des plaies ne restent 
pas correctement en place et la plaie s'ouvre a nouveau. 
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La plaie controlat6rale est collee de maniere identique par de la colle de f ibrine (TISSUCOL ou BIOCOL) 
servant de produit de reference. 

Ce test caracterise d'une part, I'adhesivite primaire de I'adhesif selon I'invention, a savoir refficacit6 de 
collage au moment de la mise en place qui doit permettre un maintien des berges en place : 
5 . En situation per operatoire, elle est observee apres A a 2 minutes de maintien par le manipulates ; 

. En situation postoperatolre, elle est observeedans les deux premieres heures lorsque i'animal est anes- 

thesie, et dans les deux premiers jours lorsque I'animal est vigile et bouge. 
Par ailleurs, ie maintien primaire doit etre relaye par le processus de cicatrisation normal des tissus condui- 
sant a I'adhesion definitive des berges de ia plaie que Ton qualifie d'adhesivite secondare. 
10 Ce test caracterise d'autre part, le bon maintien des berges accolees qui est observe apres le reveil de 

ranimal puis a 24, 48 et 72 heures. 

. Si le produit ne permet pas d'obtenir une adhesion physiologiquement correcte, le lambeau de peau se 

detache et conduit a une ouverture de la plaie. * 
. Si le produit conduit a une adhesion primaire puis secondaire correctes, le lambeau de peau reste correc- 
ts tement accroche et la cicatrisation definitive se poursuit. 

La figure 1 illustre la cinetique des evenements se produisant apres application de I'adhesif selon I'inven- 
tion. 

Un test comparatif a ete effectue avec la colle de f ibrine : 

Lors du test, le nombre de berges de plaies qui demeurent correctement collees est compte tous les jours 
20 durant 3 jours. 

Le resultat est exprime en nombre de plaies correctement collees en fonction du nombre total de plaies. 
Les deux tableaux suivants montrent les resultats de deux essais independants, I'un conduit avec comme 
reference TISSUCOL et I'autre conduit avec comme reference BIOCOL 

Les resultats montrent que Tadhesion observee avec la composition adhesive sur 3 jours est au moins 
25 egale aux colles de reference BIOCOL et TISSUCOL. 

En I'absence de produit adhesif, aucune plaie ne reste correctement collee. 





Jl 


J2 


J3 


COMPOSITION 
ADHESIVE 
EXEMPLE 3 


49/51 
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39/51 


Essaisur17 rats. 
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55 

Essal sur 8 rats (* 1 rat est decede a J3 sans relation avec le produit, supprlmant robservatlon de 3 
berges). 

Ce test met ainsi en evidence que I'adhesif selon Invention permet d'obtenir une adhesion aussi satis- 
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falsanta aue la code da fibrins. 



Revendications 

1. Composition adhesive biocompatible, bioresorbable et non toxique, a usage chirurgicai notamment pour 
la liaison de tissus biologiques entre eux ou avec un biomateriau implante. caracterisee en ce qu'elle 
comprend une solution acide reactive de collagene ou de gelatine modif ie(e) par coupure oxydative, non 
reticule(e) et potentiellement reticulable. 

2. Composition adhesive selon la revendication 1 , caracterisee en ce que la solution acide reactive e st cons- 
tituee de collagene ou de gelatine oxyde(e) a I'alde d'une solution d'acide periodique ou un de ses sels, 
a une concentration comprise entre environ 1 et 10 6 M. 

3. Composition adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 et 2, caracterise en ce que la concen- 
tration en collagene ou en gelatine est comprise entre environ S et 30 % en poids. 

4. Composition adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que la solution 
acide reactive est conserve a une temperature interieure a 0°C. 

5. Composition adhesive selon la revendication 4, caracterisee en ce que ladite solution acide reactive est 
conserve a une temperature comprise entre environ -10°C et -80°C. 

6. Composition adhesive selon I'une quelconque des revendications prec6dentes, caracterisee en ce que 
le collagene ou la gelatine est d'origlne humalne ou anlmale. 

7. Composition adhesive selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce que 
la solution acide reactive est une solution concentr6e a pH acide dans de I'eau sterile, de collagene ou 
de gelatine oxyde(e) par I'acide periodique ou Tun de ses sels et deshydrate(e) sous forme de poudre. 

8. Poudre de collagene ou de gelatine modif i6(e) par coupure oxydative, non reticuie(e) et potentiellement 
reticulable, soluble a pH acide. 

9. Poudre selon la revendication 8, caract6ris6e en ce qu'elle comprend du collagene ou de la gelatine oxy- 
d6(e) a I'aide d'une solution d'acide periodique ou un de ses sels. a une concentration comprise entre 
environ 1 et 10- 6 M. 

1 0. Poudre selon Tune quelconque des revendications 8 et 9, caracterisee en ce qu'elle est conservee a une 
temperature inferieure a 0°C. 

11. Poudre selon la revendication 10, caracterisee en ce qu'elle est conservee a une temperature comprise 
entre environ -10°C et -80°C. 

12. Poudre selon I'une quelconque des revendications 8 a 11, caracteris6e en ce que le collagene ou la ge- 
latine est d'origine humalne ou animate. 

13. Proced6 de preparation d'une poudre selon I'une quelconque des revendications 8 a 12, caracterise en 
ce qu'il consiste a : 

- preparer une solution acide de collagene ; 

- soumettre ladite solution aqueuse acide et a temperature ambiante, a une oxydation menag6e par 
une solution d'acide periodique ou un de ses sels, a une concentration comprise entre environ 1 et 
10~*M; 

- pr6cipiter le collagene oxyd6 et non r6ticul6, a pH acide ; et 

- Isoler et concentrer puis deshydrater ledit collagene modif ie par coupure oxydative et non r6ticul6, 
pour I'obtenir sous forme de poudre acide reactive. 

14. Precede selon la revendication 13, caracterise en ce que I'on pr6cipite a pH acide, le collagene oxyde et 
non reticule par addition de sel, notamment par addition de chlorure de sodium. 

15. Precede selon I'une quelconque des revendications 13 et 14, caracterise en ce que I'on utilise du colla- 
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gene d'orlgine humaine ou animale. 

1 6 Solution acide reactive concentree de collagene ou de gelatine modifie(e) par coupure oxydative. non 
reticule(e) et potentiellement reticulable. pour former une composition adhesive. 

17 Solution acide reactive selon la revendfcatlon 16, c'aracterisee en ce qu'elle est prepare* i > part ir de la 
poudre selon I'une quelconque dee revendications 8 a 12 par dissolution dans I'eau, a pH ac.de. 

18. Solution selon I'une quelconque des revendications 16 et 17. caracterisee en ce que la concentration en 
collagine ou g6latlne est comprise entre environ 5 et 30 % en poids. 

19. Solution selon I'une quelconque des revendications 16 a 18. caracteris6e en ce qu'elle est conservee a 
une temperature inferieure a 0°C. 

20. Solution selon I'une quelconque des revendications 16 a 19. caracterisee en ce qu'elle est conservee a 
une temperature comprise entre environ -10°C et -80°C. 

21. Precede de preparation d'une solution acide reactive selon la revendication 17. caracterise en ce qu il 

"-"pSparer une poudre sterile de collagene ou de gelatine modif ie(e) par coupure oxydative. non rati- 
cule(e) et potentiellement reticulable selon I'une quelconque des revendications 13 a 15 

- dfesoudre dans de I'eau sterile la quantite necessaire de cette poudre. en chauffant a une tempera- 
ture comprise entre environ 40°C et 80°C. 

22 Precede selon la revendication 21 . caracterise en ce que I'on dissout dans de I'eau sterile U . poudre , de 
cSagene ou de gelatine modif ie(e) par coupure oxydative et non retlcule(e). par quannte d envren 5 k 
(poids/poids). 

23. Kit adheaif biocompatible, bioresorbable et non toxique. destine a un usage ^™^al notamment pour 
la liaison de tissus biologiques entre eux ou avec un biomateriau .mplante. caractense en ce qu.l 

"Tune solution acide reactive de collagene ou de gelatine modif ie(e) par coupure oxydative. non reti- 
cule^) et potentiellement reticulable. 

- une solution de neutralisation, et 

- des moyens de melange pour melanger extemporanement lesdites solut.ons. 

24. Kit selon la revendication 23. caracteris6 en ce que la solution acide reactive est une solution selon I'une 
quelconque des revendications 16 a 20. 

25. Kit selon I'une quelconque des revendications 23 et 24. caracterise en ce que la solution acide reactive 
est conservee a une temperature inferieure a 0°C. 

26. Kit selon la revendication 25. caracterise en ce que la solution acide reactive est conservee a une tem- 
perature comprise entre environ -10°C et -80°C. 

27. Kit selon I'une quelconque des revendications 23 a 26. caractdrisd en ce que la solution acide reactive 
est obtenue par le precede selon I'une quelconque des revendications 21 et 22. 

28 Kit selon I'une quelconque des revendications 23 a 27, caracteris6 en ce que la solution de neutralfeation 
est un tampon permettant d'obtenir. apres melange avec la solution acide reactive, un P H compns entre 
environ 6 et10. 

29. Kit selon la revendications 28. caracterise en ce que (edit tampon est constitue de carbonate ou de phos- 
phate de sodium. 

30 Kit selon I'une quelconque des revendications 23 a 29. caracterise en ce quil se pr6sente sous la .forme 
tf une double se^ingue equipee de moyens de me^ 

reactive de collagene ou de gelatine modif ie(e) par coupure oxydative. non reticule(e) et potentiellement 
reticulable. et I'autre contient la solution de neutralisation. 
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31. Proc6de d'application in vitro sur des tissus biologiques et/ou un biomateriau, d'une composition adhesive 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 7. caracterise en ce qu'il consiste a : 

- amener ia solution acide reactive de collagene ou de gelatine modif i6(e) par coupure oxydative et 
non reticule(e), a un etat de fluidity adapts a une repartition convenabie sur lesdits tissus et/ou bio- 
materiau ; 

- m6langer extemporanement la solution acide reactive de collagene ou de gelatine et une solution 
de neutralisation de maniere a obtenir un pH compris entre 6 et 10 ; 

- appliquer immedlatement avant reticulation, le melange reactif neutralise et presentant un etat de 
fluidite adapte, sur les tissus biologiques et/ou biomateriau a lier ; 

- laisser polymeriser par reticulation a la temperature du corps humain. 

32. Precede d'application selon la revendication 31, caracterise en ce que, pour atteindre ledit etat de fluidite 
adapte, on chauffe la solution acide reactive a une temperature comprise entre environ 30°C et 60°C et 
on applique sur lesdits tissus et/ou biomateriau, ladite solution acide reactive chauffee apres neutralisa- 
tion. 

33. Precede d'application selon la revendication 32, caracterise en ce que I'on chauffe la solution acide reac- 
tive a environ 37°C. 

34. Precede d'application selon la revendication 31, caracterise en ce que la solution de neutralisation est 
un tampon carbonate ou phosphate de sodium. 

35. Utilisation d'une composition adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 a 7 pour la prepara- 
tion d'un materiau adhesif biocompatible, bioresorbable et non toxique, constitue de collagene ou de ge- 
latine reticul6(e), sensiblement en totalite, dans la masse et de maniere homogene. 
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